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想 されている。海藻は,他 の多 くの生物と同様,硫 黄源として無機硫酸を利用すると考えられて
いるが,有 機生体成分への取り込み機構はほとんど明らかにされていない。従 って,梅 藻の硫酸
代謝機構の解明は水産学上の基礎的知見としてのみならず,植 物生理学,比 較生化学的にも意義
のあることと考えられる。
本研究では,海藻における無機硫酸か らの硫酸化多糖および含硫 ア ミノ酸の生合成過程を明ら
かにし,あわせて,硫 酸化多糖の生物活性について検討を行なった。
1.海 藻 の硫黄 含量
海藻19種27試料の硫黄含量を測定 した。海藻の硫黄含量は陸上植物(ホ ウレンソウ,キ ャベツ




硫 酸化多糖は抗腫瘍,抗 凝血 などの生物活性 を示す ことが知 られて いる。本研究 においては,
13種の海藻 より調製 した硫酸化多糖 を用 い抗凝llll活性発 現 と硫酸基量 との相関 を示す結果をlt墨た
(Flg,1)。また,新 たに褐 藻 ワ カメ(こ1認αr`αp加πα亡`/`dα)の硫 酸化 多糖が 説o`亡roにお い
て リンパ球分裂促進 および血小板凝集活性 を示 す ことを明 らか に した。
IV.海藻における活性硫酸の産生
硫 酸代謝の初段階 は化学的 に安定 な硫酸 の酵 素化学 的な活性化,す なわち,硫 酸活性 化であ る
と され てい る。 そ して,硫 酸の活性化 され た代謝 中間体,す なわ ち,活 性硫酸(activesuifaLe)
と してAdenos量ne-5'一phosphosulfate(APS)と3'一Phosphoadenoslne-5'一phosphosulfate(PAPS)
が知 られてい る。本 章で は海藻 における活性硫酸の酵素 的産生を明 らか に した。陰 イオ ン交換 カ
ラムを用いた高速液体 クロマ トグラフィー法 および酵素 反応生成物の 単離 ・同定 によ って紅藻 ス
サ ビノ リ(POrp妙rαッθ20飢s`s)におけ るAPSお よびPAPSの 産生を確認 した。 また,紅 藻 フ
ク ロフ ノ リ(Glolopθ観sルrcα亡α)に お いて は新 た な含 硫 ヌク レオチ ドの産 生 を観 察 した。酵
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前 章 の結 果 は海藻 に おけ るATP-sulfurylase(ATP-S)とAPS-kinase(APS-K)が関与
す る硫 酸活性化機構の存在 とと もに,IPSが関与す る新た な代謝機構の存在を示唆 した。本章で




ATP-suifurylase海藻12種を材料 と してATP-S活 性 を検索 し,全 ての種 にその存在 を確認
した。 スサ ビノ リよ り電気泳動的 に均一 に精製 した酵素 は分子量53,000の単量体で あった。本 酵
素がAPSの 産生 を触媒 す る こ とを確認 する とともに,MoO42『をSO42一の代替 とす る活性測定
法(molybdolysis)によ り性状を明 らか に した。
ATP+MoO42旧の ・APMo*2+PPi・…molybdolysis
酋憲 雌 粗m醐,__鰹
至適pHは7.5-8.5の範 囲 にみ られ た。Mg2+一ATP複合体 が基質 と して有効 であ り,free-ATP
は反 応 を阻害 した。反応 はsequentialtypeであ り,Mg2+一ATP,MoO42∵APS,PPiに対ナ る
Km値 はそれぞれ0.67mM,6.7mM,1.0μM以下,33.0μMの値 が得 られた(Table2)。反応 の
平 衡 はATP生 成方向 に偏 って いることが予想 され,さ らに,APSが 著 しい生成物 阻害を示す こ
とか ら,生 成 され るAPSは きわ めて低濃度 であ ると考 え られた。
APS-kinaseスサ ビノ リよ り電気泳動 的に均一 な酵素標品を得 た。本酵素 は鉱000の同一 サ
ブユ ニ ッ トよ りな る2量 体で あ った。至適 頭 は7.q活 性発 現にはdivalentcationを必要 と
した。APSぱ 著 しい基質 阻害 を示 し;そ の至適濃度 は3.0μMであ った。ATPお よびAPSに 対
す るKm値 は それぞ れ0.46mMおよび0.45μMを示 した。APS-Kは そのAPSに 対す る強 い親
和 性 に よ「り,ATP-Sに よ る熱 力学 的 に不 利 なAPS産 生を補 って,PAPSの 産生 を成 し遂 げ る
もの と考え られた。
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APS-dearninase紅藻 フク ロ フノ リよ りAPS-deaminase(APS-D)を精製 し,電 気泳動的
に均一 な酵素標品を得 た。70,000の同一 サ ブユニ ッ トか らなる4量 体構 造(一 部は2量 体 および
単 量体 と して も存 在 した)を 有す る糖 タ ンパ ク質で あった。本酵素 は広い基質特異性を示 し,
adenosineおよび5Ladenosinenucleotidesの脱 ア ミノ反応 を 触媒 した。従 って,non-specific
adenylatedeaminaseと称 され るべ き酵素 と考 え られ る。 各基 質に対す る至適pHは4.5-7.0の
範囲 にみ られ たが,Ca2+,Ba2+等の アル カ リ土類金属イオ ンの共存 下にお いてpH7.0-8,0にシ
フ トした。APSに対す るKm値 は14.4μMであ りAMPに 次 いで高 い親和性 を示 した。 これ らの
結果 は生理的条件下 におけ るIPSの産生を強 く示唆 した。
VI.海藻 の 同 化 的 硫 酸 還 元 お よ び硫 酸 基 転 移機 構
海 藻 に おけ るAPS,PAPSお よ びIPSの酵 素的産 生 に続いて,こ れ らの活性硫 酸が 如何 なる
生体反応 に基質 と して利用 され るかについて険討 した。 海藻が生産 す る主 な含硫化 合物 の うち含
硫 ア ミノ酸 と硫酸化多糖 を取 り上げ,そ れ らの生合成 機構,す なわ ち,同 化的硫酸 還元機構お よ
び硫 酸基 転移機構への各 活性硫 酸の関与を推察 した。
同 化的 硫 酸還 元機 構 一般 に光合成生物はAPSを 同化的硫 酸還 元の 基質 と し,そ の初段階の
反応 はAPS-sulfotransferase(APS-ST)によって触媒 され るとされて いる。
APS+R-SH*3一AMP一 ←R-S-SO3H・_APS-sulfotransferase
*3acceptor(organicthiol)
ス サ ビノ リに本 酵素活性 を認め,部 分精製 した。分子量はゲル ろ過での挙動 よ り10〔〉一150kと推
定 され,最 大 活 性 はpH8.5で観 察 され た。本 酵素はAPSに 特異的で あ り,IPSおよびPAPS
は基 質 と して 機能 しなか った。従 って,海 藻 において もAPSの み が含硫 ア ミノ酸生 合成 に関与
す る もの と考 え られ た。
硫 酸 基転 移 機構 スサ ビノ リおよ び フク ロフノ リよ り酵素を調整 し,PAPSお よびIPSを供
与 体 基 質 とす る硫 酸 基転 移反 応 を受 容体 基質 に依存 した3'一Phosphoadenosine-5'一phosphate
(PAP)およびIMPの 産生を指標 と して検索 した。
PAPS+acceptor-OH一一ΣPAP+acceptor一〇SO3H・…PAPS-sulfotransferase
IPS+acceptor-OH一ムIMP+acceptor一〇SO3H._IPS-sulfotransferase
受容 体 基 質 と して各 種 単糖,少 糖,多 糖 類 を適用 した結果,ワ カメおよび紅 藻サ ンゴ藻の一種
(OorαZZ`παsρ.)由来 の 多糖 画 分を基 質 と した ときに酵素的なPAPま たはIMPの 産生がみ ら
れ,両 活性硫 酸が硫 酸化多糖生 合成に関与 している ことが示唆 され た。
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以上の結果を総合 し,海 藻の硫酸代謝経路を新たに提示 した(Fig.3)。すなわち,緑 ・褐藻
において は活性硫酸APSとPAPSが産生 され,前 者は含硫ア ミノ酸,後 者は硫酸化多糖の生合
成に関与する ものと考え られ た。紅藻 においてはさらにIPSが関与する硫酸化多糖生合成機構
の存在が示唆され,よ り複雑な代謝を営むものと考えられた。また,APSから分岐する代謝経
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は大型海 藻における硫酸化 多糖 お よび含硫 ア ミノ酸にかかわ る硫酸 代謝,と くに海藻の
活性硫酸生成機構 とその関連酵素反応 の特性 の解 明を行 った もので ある。
まず,多 数種 の海藻 の硫酸含量 を精査 ののち,硫 酸化多糖にみ られ る生物 活性 の うち,抗 凝血
活性につ き検討,活 性発現 と硫酸基量 との間に相関性を見 出した。 さらに褐藻 ワカメの硫酸化多
糖が 加 θ伽oで リンパ球分裂促進 作用お よび血小板 凝集 活性 を示 す ことをば じめ て明 らか に し
た。
硫酸代謝 の初期段階は硫酸活性化であ るが,海 藻において もAPSやPAPSの 酵素 的産 生を証
明 し,フ クロフノ リを材料 と しては,新 たに含硫 ヌク レオチ ドIPS(イノシンー5'一フ ォスホサ ル
フェー ト)を 単離同定 した。 このIPSば活性硫酸 として紅藻 では じめて認め られた ものである。
活性硫酸活性化酵素にはATP一 スルフ リラーゼやAPS一 キナーゼが関与す る活性化系が存在
す ることが知 られてい るが,海 藻数種 につ き,こ れ らの酵素 を精製 し,活 性化機構 の一端 を明 ら
かに した。また フク ロフノ リか らAPS一 デア ミナーゼを電気泳動的に均一な標 品 として得 て,分
子量約70,000の単一サ ブユ ニ ットか らな る4量 体構造 を とる糖た んぱ くと した。
さらに,海 藻におけ る同化 的硫酸還元 と硫酸基転移機構 の解明を計 り,新 知見 を得 ている。
以上の諸結 果を総合 し,海 藻 における硫酸化代謝経路を新たに提示 した ことは,海 藻生化学上
充分評価で きるものである。
よって,本 論文 は農学博士 の学位 を授与す るに値す るものと判定す る。
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